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The heart is a muscular pump that on average pumps 4 to 5 liters of blood per minute into 
the human circulatory system. The most important muscle in our body is about the size of 
a clenched fist and retains its size proportional to the rest of the body during growth. The 
heart is composed of four chambers, each of them being responsible for a different task. 
The right atrium receives blood with a low oxygen content from the systemic circulation, 
the right ventricle distributes this blood into the pulmonary circulation in which the blood 
is oxygenated. Subsequently, via the left atrium, the oxygenated blood is guided into 
the left ventricle and is pumped into the systemic circulation. Through firm and elastic 
conductance arteries the blood is carried to distal parts of the body. The most important 
cells in the vascular wall of these conductance arteries are the endothelial cells and 
smooth muscle cells. These specialized cells play an important role in the regulation and 
maintenance of an adequate blood circulation. Endothelial cells form the inner lining of 
blood vessels and prevent the blood from coagulating while smooth muscle cells control 
the diameter of the vessel through contraction and relaxation thereby modulating the 
blood supply to an organ. Once the blood reaches the capillary vessels of the organs the 
exchange of blood and nutrients can take place that is required to maintain the basal cell 
metabolism.
However, the situation described above holds true for a healthy circulation. 
Unfortunately, there are numerous situations in which one of the components of the 
circulation is compromised, subsequently leading to a restriction of the blood supply to 
an organ. One of the most common diseases of the vascular wall of conductance arteries 
is called ‘atherosclerosis’. Atherosclerosis is a chronic inflammation of the vascular wall of 
an artery that involves the accumulation of fat and white blood cells. The pathogenesis 
of atherosclerosis starts in childhood, is stimulated by an unhealthy lifestyle (i.e. smoking, 
drinking, sedentary lifestyle etcetera), and results in an ‘atherosclerotic plaque’ over time. 
This plaque often results in a significant narrowing of the arterial lumen, thereby causing a 
severe restriction in the blood supply. However, it is not until an unstable plaque ruptures 
before atherosclerosis leads to life threatening events. Upon plaque rupture its content is 
set free into the blood, triggering the formation of a blood clot. This so called thrombotic 
event leads to a complete obstruction of the blood flow through an affected artery. In the 
heart this event is called a myocardial infarction, in the brain an ischemic cerebrovascular 
accident, and in the arteries supplying the legs this is termed peripheral vascular disease.
A multitude of treatment options for cardiovascular diseases caused by atherosclerosis 
are available, ranging from cholesterol lowering drugs to surgical interventions. However, 
the body itself is also equipped with several repair mechanisms to compensate for the 
loss of blood flow to an organ. In response to the deprivation of blood, different stimuli 
will be expressed and released by the affected tissue. The processes that are triggered 
by these stimuli are collectively referred to as ‘neovascularization’. In adulthood, 
neovascularization comprises two distinct processes: angiogenesis and arteriogenesis. 
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Although both processes aim to restore the blood supply they differ in mechanism 
and in morphology. Angiogenesis involves the sprouting of new capillary arteries from 
other capillary arteries in response to a lack of oxygen. On the contrary, arteriogenesis 
is independent of oxygen levels and involves the enlargement of pre-existing collateral 
arteries into large conductance collaterals in response to enhanced fluid shear stress. In 
healthy individuals these collateral arteries transport an insignificant amount of blood. 
However, in case a conductance artery becomes atherosclerotically stenosed or occluded, 
the flow through these collateral arteries increases drastically. To cope with this increased 
blood flow a structural growth of the diameter of a collateral artery is required.
Both processes are strictly regulated and strongly dependent on complex interactions 
between cells in the blood, endothelial cells and smooth muscle cells. Nevertheless, 
the majority of the mechanisms that underlie these interactions are known by now. 
For example, the involvement of growth factors in both processes is evident. Therapies 
aimed at stimulation of neovascularization are therefore often based on the application of 
growth factors. However, clinical studies often failed to capitalize on the promising results 
reported from animal studies. An explanation for this problem might be found in the lack 
of sensitive imaging techniques that are able to detect the, often very subtle, effects of 
these therapies at an early stage.
This dissertation describes several studies in which we imaged neovascularization or the 
restoration of blood flow as a result of neovascularization in a sensitive and non-invasive 
way through ‘single photon emission computed tomography’ (SPECT). SPECT imaging is 
based on the detection of a radioactive tracer that is injected into the circulation and 
subsequently taken up by viable cells or bound by a biomarker. Biomarkers are measurable 
hallmarks of a disease or a medical condition. For example, angiogenesis is hallmarked 
by the selective upregulation of the aminopeptidase N peptide (also known as CD13) on 
angiogenically active endothelial cells. Arteriogenesis is hallmarked by the upregulated 
production and enhanced binding of the C-X-C motif ligand 1 (CXCL1) peptide by endothelial 
cells. The intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) is a different protein that has been 
indicated to play an important role during arteriogenesis while the thymosin β4 peptide 
was described to play a role in both angiogenesis and arteriogenesis.
The studies in this dissertation describe approaches to design and validate novel 
angiogenesis and arteriogenesis SPECT tracers that are based on or bind to the peptides 
mentioned above. Unfortunately, our efforts to design a new arteriogenesis SPECT tracer 
failed. However, this pioneering work has led to important new insights that have to be 
considered in future studies aimed at designing an arteriogenesis specific imaging tracer. 
We were able to successfully image angiogenesis using 3 newly designed tracers for SPECT 
imaging in a mouse myocardial infarction model. Additionally, we were able to sensitively 
monitor perfusion recovery in a mouse peripheral vascular disease model using SPECT 
imaging. This study showed that SPECT imaging is physiologically more relevant than the 
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traditionally used laser Doppler perfusion imaging. Furthermore, we performed functional 
cardiac measurements in the aforementioned myocardial infarction model and showed 
that functional measurements extracted from electrocardiogram (ECG) gated SPECT 
images were comparable to the frequently employed 3D echocardiography.
Chapter 2 offers a detailed overview and discussion of pre-clinical work aimed at 
validating new radiotracers for neovascularization, thereby outlining the context in which 
my research fits. Extensive research has been conducted concerning radiotracer imaging 
of angiogenesis which has resulted in the availability of ample tracer constructs while 
arteriogenesis radiotracer imaging is scarce and largely overlooked. So far, perfusion 
tracers have been used to indicate enhanced perfusion through arteriogenesis. Future 
studies aimed at designing an arteriogenesis tracer should keep in mind the high shear 
stress environment that has to be overcome as well as the notion that inflammatory factors 
might not operate well specific arteriogenesis markers within a transiently inflammatory 
environment.
Chapter 3 elaborates on the potential pitfalls encountered when designing an 
arteriogenesis specific radiotracer. Several agents that target biomarkers for arteriogenesis, 
were ruled out to serve as a successful arteriogenesis SPECT tracer. The fluorescently 
labeled ICAM-1 antibody and the gallium-68 labelled thymosin β4 peptide displayed high 
non-specific binding in a mouse model for peripheral vascular disease. Radiolabeling of 
CXCL1 appeared to be extremely difficult as this peptide has the natural tendency to form 
dimers at very low concentrations. Unfortunately these problems appeared intractable and 
we had to discontinue our experiments. Furthermore, we were successful in radiolabeling 
evasin3 with the SPECT radionuclide indium-111 (111In). However, injection of this evasin3 
based radiotracer for arteriogenesis did not result in specific binding in a rat model for 
peripheral vascular disease.
In chapter 4 perfusion recovery through arteriogenesis in a mouse model for peripheral 
vascular disease was investigated using laser Doppler perfusion imaging and SPECT. By 
using the SPECT perfusion tracer 99mTc-sestamibi we were able to investigate the perfusion 
recovery over the entire volume of the leg whereas the limited penetration depth of laser 
Doppler perfusion imaging only allows for skin perfusion measurements. Our SPECT data 
showed that perfusion recovery in this model takes place considerably faster than indicated 
by laser Doppler perfusion imaging. Furthermore, we examined muscular damage in this 
model using the SPECT tracer 99mTc-pyrophosphate and accurately showed that perfusion 
recovery precedes muscular recovery.
Nuclear imaging is a rapidly evolving area of research. Both hardware and software 
components are subjected to frequent updates. In recent years, fundamental research 
into complex diseases benefited greatly from the development of dedicated small 
laboratory animal magnetic resonance (MRI), positron emission tomography (PET), and 
SPECT scanners. Pre-clinical SPECT scanners nowadays progressed to a level that enables 
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functional measurements on the mouse heart that beats at a rate between 400 and 600 
beats per minute. In chapter 5 we demonstrated that these functional measurements 
were highly accurate. In a comparative study between 3D echocardiography and ECG gated 
99mTc-sestamibi SPECT we showed that functional cardiac measurements of both methods 
are highly comparable in a mouse myocardial infarction model an in mice subjected to a 
sham (control) procedure. In the near future SPECT imaging might even prove the preferred 
option in both pre-clinical and clinical studies directed at unravelling the complex and 
multifactorial nature of cardiovascular disease since myocardial viability, perfusion and 
ongoing neovascularization in combination with reliable functional measurements can be 
acquired within one single scan.
In chapter 6 and 7 we describe the successful application of 3 new angiogenesis SPECT 
tracers in a mouse myocardial infarction model. All tracers were based on the CD13 binding 
cyclic-NGR (cNGR) peptide. In previous studies our lab already showed that the cNGR 
peptide specifically binds to CD13 on newly formed capillary arteries using microscopy and 
MRI. However, the tracer constructs used for these studies had no opportunity for clinical 
translation. In chapter 6 we show specific myocardial uptake of an 111In labeled cNGR 
peptide in areas of decreased uptake of the perfusion tracer 99mTc-sestamibi. Despite the 
significantly higher uptake in infarcted areas in comparison with similar areas in healthy 
control animals and a fast clearance via the urinary tract, the uptake in infarct areas and 
the infarct border was rather low. The low uptake of this tracer would hamper clinical 
translation.
In chapter 7 we describe two strategies to enhance the uptake of this cNGR based SPECT 
tracer. First, we created a more stable ring structure of the cNGR entity by incorporating 
stronger bonds through native chemical ligation. Enhanced stability of this tracer was 
confirmed by stability tests in blood. Second, we explored the capabilities of a multivalent 
tracer. In previous studies, albeit in tumor tissue, the application of multivalent tracers 
(tracers containing multiple entities that each bind a similar target) proved to be successful 
with regard to enhancing tracer uptake. Besides the new and more stable cNGR based 
SPECT tracer with a single cNGR entity, a new multivalent cNGR molecule containing 4 
cNGR entities was synthesized for the study described in chapter 7. The ring structures 
of the cNGR entities for this tracer were synthesized by native chemical ligation as well. 
Enhanced blood stability of this tracer was also confirmed by stability tests. Following 
successful radiolabeling with 111In, both new tracers were tested in mice with a myocardial 
infarction and mice that were subjected to a sham operation. Both 111In labeled SPECT 
tracers for angiogenesis displayed a significantly higher uptake in and around infarcted 
areas in comparison to the cNGR based SPECT tracer that was used for the study described 
in chapter 6. However, this higher specific uptake was accompanied by higher non-specific 
uptake in non-infarcted myocardial tissue. Considering the favorable clearance and low 
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uptake in other organs we expect these tracers to be serious contenders for clinical 
translation.
In Chapter 8 all findings are summarized and compared to published work of other 
groups in the general discussion. Finally, we will discuss how the acquired knowledge can 
contribute to the creation of economic value in clinical research or other fields.
Taken together, the studies described in this dissertation contribute the improvement 
of nuclear imaging of perfusion, function and neovascularization. I showed that SPECT 
imaging is an effective option for imaging perfusion recovery and parameters that indicate 
the functional status of the heart. Additionally, I demonstrated successful angiogenesis 
imaging by using novel cNGR based SPECT tracers in a mouse myocardial infarction 
model. Nevertheless, before specific arteriogenesis imaging can be realized we require 
full understanding of the transient inflammatory environment and solutions to overcome 
binding inefficiency of molecular contrast agents in a high shear stress environment.
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Het hart is een pomp die gemiddeld 4 tot 5 liter bloed per minuut rondpompt. De 
belangrijkste spier van ons lichaam is ongeveer zo groot als een vuist. Deze regel geldt 
altijd aangezien het hart met ons lichaam meegroeit. De vier holle ruimtes waaruit het 
hart bestaat hebben ieder hun eigen functie. In de rechterboezem stroomt zuurstofarm 
bloed binnen uit de rest van het lichaam, de rechterkamer pompt dit zuurstofarme 
bloed de kleine bloedsomloop in door de longen waar het bloed van zuurstof voorzien 
wordt. Daarna wordt via de linkerboezem het zuurstofrijke bloed naar de linkerkamer 
gepompt welke vervolgens zorgt voor de toevoer naar de rest van het lichaam via de grote 
bloedsomloop. Via stevige en elastische bloedvaten genaamd slagaders wordt het bloed 
richting de organen geleid. De wand van de slagaders bevat onder andere endotheelcellen 
en gladde spiercellen. Deze gespecialiseerde cellen spelen ieder een belangrijke rol in het 
regelen en onderhouden van een adequate bloedsomloop. Endotheelcellen kunnen gezien 
worden als een soort dekweefselcellaag van dunne en platte cellen die ervoor zorgen dat 
het bloed niet in de aderen stolt. De gladde spiercellen regelen middels samentrekken 
en ontspannen de diameter van het vat en daarmee de bloedtoevoer naar een orgaan. 
Eenmaal aangekomen bij de organen kan in de haarvaten (ookwel capillairen genoemd) 
de uitwisseling van voedingsstoffen en zuurstof plaatsvinden welke nodig zijn om de 
grondstofwisseling in de cellen in balans te houden.
Dit is hoe het in het gezonde vaatstelsel gaat. Echter zijn er ook situaties bekend waarin 
de bloedtoevoer dusdanig beperkt wordt dat men er hinder van ondervindt. Een van de 
meest voorkomende ziektes waarbij de vaatwand van de slagader een centrale rol speelt 
is ‘atherosclerose’. Het woord is een samenvoeging van de Griekse woorden ‘athere’ wat 
brij of pap betekend en ‘skleros’ wat hard betekend, en wordt in de volksmond ookwel 
(onterecht) aderverkalking genoemd. Atherosclerose is een ontsteking van de vaatwand 
waarbij er een stapeling van vetten en witte bloedcellen in de vaatwand plaatsvindt. Dit 
is een proces wat al in de kindertijd begint, gestimuleerd wordt door een ongezonde 
levensstijl, en over de jaren heen resulteert in een zogenaamde ‘atherosclerotische 
plaque’. Hoewel deze plaque in de slagaders de bloedtoevoer ernstig kan beperken zal 
de vernauwing zelf zelden dodelijk zijn. Het is echter het scheuren van deze plaque dat 
er voor zorgt dat er ernstige, vaak levensbedreigende, situaties kunnen ontstaan. Bij het 
scheuren van een plaque komt de inhoud, bestaande uit vet en witte bloedcellen, in 
contact met het bloed waardoor er bloedstolling optreedt. Het bloedpropje dat ontstaat 
zal vervolgens de gehele slagader afsluiten waardoor het weefsel dat verderop in de 
vaatboom ligt, verstoken blijft van bloed. Wanneer dit een slagader van het hart betreft 
spreken we van een ‘myocardinfarct’ (ookwel hartinfarct), in de hersenen spreken we van 
een ‘cerebrovasculair accident’ (ookwel beroerte) en wanneer dit in de slagaders van de 
benen gebeurt spreken we van ‘perifeer arterieel vaatlijden’ (ookwel etalagebenen).
Behandelingen voor hart- en vaatziekten waaraan atherosclerose ten grondslag ligt 
variëren van cholesterol-verlagende medicatie tot chirurgische ingrepen. Het lichaam 
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beschikt echter zelf ook over herstelmechanismen die de gevolgen van atherosclerose 
tegengaan. Verschillende stimuli, afgegeven door het weefsel dat verstoken blijft van bloed, 
worden in het lichaam beantwoord middels ‘neovascularisatie’. Deze overkoepelende 
term (letterlijk nieuwgroei van bloedvaten) refereert naar twee verschillende processen, 
angiogenese en arteriogenese, die elk trachten de bloedtoevoer weer te herstellen. Daar 
waar het doel van beide processen overeenkomt, verschillen zij in hun totstandkoming. 
De term angiogenese (letterlijk bloedvat vorming) beschrijft het proces waarbij er uit 
bestaande capillairen nieuwe capillairen ontstaan als gevolg van een gebrek aan zuurstof. 
Arteriogenese (letterlijk slagader vorming) is daarentegen een proces dat onafhankelijk 
van een gebrek aan zuurstof plaatsvindt en de groei van ‘collateraal arteriën’ als gevolg 
van een verhoogde afschuifspanning langs de vaatwand beschrijft. Collateraal arteriën zijn 
bloedvaten die een verbinding vormen tussen de slagaders in ons lichaam. In de normale 
situatie zal het bloed de weg van de minste weerstand volgen waardoor er maar weinig 
bloed door de collateraal arteriën stroomt. Echter wanneer er door atherosclerose een 
blokkade optreedt in de slagaders zal het bloed door deze collateraal arteriën moeten 
stromen om toch naar het verderop gelegen weefsel te kunnen komen. Om adequaat met 
deze verhoogde bloedstroom om te kunnen gaan zullen de collateraal arteriën in diameter 
moeten groeien.
Beide processen zijn strikt gereguleerd en afhankelijk van een complexe interactie 
tussen cellen in het bloed en de eerder beschreven endotheelcellen en gladde spiercellen 
in de vaatwand. Veel van de onderliggende mechanismen die ten grondslag liggen aan 
zowel angiogenese als arteriogenese zijn nochtans bekend. Zo is bijvoorbeeld bekend dat 
verschillende groeifactoren een belangrijke rol spelen in beide processen. Therapieën 
gericht op het stimuleren van neovascularisatie zijn dan ook veelvuldig gebaseerd op 
toediening van groeifactoren. Waar deze therapieën in proefdieren vaker succesvol 
bleken heeft dit in de mens echter nog niet tot aantoonbare resultaten geleid. Een 
oorzaak hiervoor kan gezocht worden in beeldvormingstechnieken die momenteel niet de 
gewenste gevoeligheid hebben om de vaak subtiele effecten van deze therapieën in een 
vroeg stadium in beeld te brengen.
In deze dissertatie beschrijf ik een aantal studies waarin we hebben getracht de 
beeldvorming van neovascularisatie of het herstel in doorbloeding middels neovascularisatie 
op een zeer gevoelige manier met behulp van niet-invasieve beeldvorming in kaart te 
brengen. De niet-invasieve beeldvormingsmethode waarvan we tijdens deze studies 
gebruik hebben gemaakt is ‘single photon emission tomography’ (afgekort SPECT). SPECT 
maakt gebruik van een radioactief gemerkte stof (ookwel tracer) die aan de bloedbaan 
wordt toegediend en vervolgens wordt opgenomen door levende cellen of kan binden 
aan een zogenaamde ‘biomarker’. Biomarkers zijn meetbare indicatoren die kenmerkend 
zijn voor een ziekte of medische conditie. Angiogenese wordt bijvoorbeeld gekenmerkt 
door een verhoogde productie van een bepaalde vorm van het ‘aminopeptidase N’ eiwit 
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(ookwel CD13 genoemd) door de endotheelcellen in de capillaire vaten die betrokken 
zijn bij angiogenese. Arteriogenese wordt onder andere gekenmerkt door de verhoogde 
productie en binding van het eiwit ‘C-X-C motif ligand 1’ (afgekort CXCL1) door en 
aan endotheelcellen in de wand van de collateraal arteriën. Een andere eiwit dat een 
belangrijke rol speelt tijdens arteriogenese is intercellular adhesion molecule 1 (kortweg 
ICAM1), terwijl het eiwit thymosine β4 een belangrijke rol wordt toegedicht in zowel 
angiogenese als arteriogenese.
In de studies die besproken worden in deze dissertatie hebben we gepoogd een nieuwe 
arteriogenese tracer en angiogenese tracer te ontwikkelen die bindt aan of gebaseerd is 
op de bovengenoemde eiwitten. Hoewel de ontwikkeling van een nieuwe arteriogenese 
tracer tot dusver niet succesvol is gebleken heeft ons werk tot nieuwe inzichten geleid 
die in acht dienen te worden genomen bij toekomstige studies. Angiogenese hebben we 
met goed gevolg in beeld gebracht middels drie nieuw ontwikkelde tracers voor SPECT 
beeldvorming in een proefdiermodel van een hartinfarct. Eveneens hebben we SPECT 
beeldvorming gebruikt om het herstel van de bloedtoevoer in een proefdiermodel voor 
perifeer arterieel vaatleiden nauwkeurig in beeld te brengen. SPECT beeldvorming bleek 
hierin nauwkeuriger dan de traditioneel gebruikte methode laser Doppler perfusie 
beeldvorming. Dat SPECT beeldvorming inderdaad geschikt is om buiten neovascularisatie 
ook nauwkeurige functionele metingen te verrichten hebben we aangetoond in het eerder 
genoemde hartinfarct model. De functiemetingen die aan de hand van SPECT beeldvorming 
gedaan werden bleken vergelijkbaar met de veelvuldig toegepaste 3D-echocardiografie.
Hoofdstuk 2 biedt een uitgebreide inkijk in wat er zowel pre-klinisch als klinisch aan 
onderzoek gedaan is naar nieuwe tracers voor angiogenese en arteriogenese beeldvorming. 
Het raamwerk waarbinnen ons onderzoek past is hierin weergegeven. Opmerkelijk is 
daarbij dat er momenteel geen nucleaire tracers zijn die specifieke beeldvorming van 
arteriogenese mogelijk maken terwijl er legio angiogenese tracers voorhanden zijn. Thans 
worden er perfusie tracers ingezet om de mate van arteriogenese te bepalen. Obstructies 
die de ontwikkeling van een arteriogenese tracer in de weg staan zijn wellicht gerelateerd 
aan de omgeving waarin deze tracer zou moeten binden. De hoge afschuifspanning langs 
de wanden van de collateraal arteriën in combinatie met de kortstondige ontstekings 
status van het weefsel vereisen wellicht een multivalente-binding van een arteriogenese 
tracer welke toegediend wordt in een nauwkeurig bepaalde tijdspanne.
Hoofdstuk 3 geeft een beter beeld van de moeilijkheden die het ontwikkelen van een 
arteriogenese tracer met zich mee brengt. Het fluorescent gemerkte antilichaam tegen 
ICAM-1 en een op het eiwit Thymosine β4 gebaseerde tracer bonden niet-specifiek in een 
muis model voor perifeer arterieel vaatleiden. Het gebruik van CXCL1 als basis voor een 
arteriogenese tracer bleek uiterst moeilijk. Reeds bij zeer lage concentraties worden er 
twee CXCL1 eiwitten aan elkaar gekoppeld. De vorming van deze zogenaamde dimeren 
bemoeilijkte de kwaliteitscontrole zodanig dat we niet konden bepalen of we een 
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zuivere radioactief gemerkte tracer hadden vervaardigd. Helaas bleken deze problemen 
onoplosbaar waardoor we verdere experimenten hebben moeten stoppen. Het radioactief 
merken van evasin3 (een eiwit dat aan CXCL1 bindt) was wel succesvol. Echter bleek 
toediening van het radioactief gemerkte evasin3 niet te resulteren in specifieke opname 
in een model voor perifeer arterieel vaatleiden in de rat.
In hoofdstuk 4 hebben we in een rechtstreekse vergelijking tussen laser Doppler perfusie 
beeldvorming en SPECT aan kunnen tonen dat laser Doppler perfusie beeldvorming het 
herstel van de doorbloeding in een model voor perifeer arterieel vaatleiden in de muis 
sterk onderschat. Waar laser Doppler perfusie beeldvorming beperkt wordt door de 
penetratie diepte van de laser, konden we door gebruik te maken van de SPECT perfusie 
tracer 99mTc-sestamibi over de gehele diepte van de achterpoot de doorbloeding bepalen. 
Middels SPECT imaging konden we aantonen dat het herstel in doorbloeding veel sneller 
plaatsvindt dan wat de laser Doppler perfusie beeldvorming resultaten suggereerden. 
Tevens werd er in deze studie gekeken naar spierschade middels de SPECT tracer 99mTc-
pyrophosphate waardoor we nauwkeurig vast konden stellen dat het herstel van de 
doorbloeding vooruitloopt op het herstel van spierschade.
De ontwikkelingen op het gebied van hardware en software voor nucleaire beeldvorming 
de afgelopen jaren zijn talrijk. Speciaal voor pre-klinische doeleinden zijn er ‘magnetic 
resonance imaging’ (afgekort MRI), ‘positron emission tomography’ (afgekort PET) en 
SPECT scanners met bijbehorende software ontworpen die het fundamenteel onderzoek 
naar complexe ziekten een enorm kwaliteits impuls hebben gegevens. Op het gebied 
van SPECT imaging is de techniek zo ver dat er functionele metingen verricht kunnen 
worden aan het hart van de muis dat tussen de 400 en 600 keer per minuut klopt. Dat 
deze functionele metingen ook zeer nauwkeurig zijn hebben we aangetoond in hoofdstuk 
5. In een vergelijkende studie tussen 3D-echocardiografie en electrocardiogram (ECG)-
getriggerde 99mTc-sestamibi SPECT bleken de functionele metingen aan het hart met 
elkaar vergelijkbaar te zijn in dieren met een sham (controle) operatie en in dieren met 
een permanente ligatie van de linker coronaire arterie (hartinfarct). Gezien de vaak 
multifactoriële aard van hart- en vaatziekten lijkt SPECT beeldvorming de ideale kandidaat 
omdat zowel functie, doorbloeding, leefbaarheid en herstelstatus van het hart middels 
angiogenese in slechts één scan betrouwbaar aan te tonen.
In hoofdstuk 6 en 7 hebben we in een hartinfarct model in de muis 3 verschillende 
angiogenese tracers getest. Al deze tracers zijn gebaseerd op het CD13 bindende peptide 
cyclisch-NGR (cNGR). Hoewel ons lab in het verleden al middels microscopie en MRI 
aan heeft getoond dat het cNGR peptide specifiek bindt aan CD13 op nieuw gevormde 
capillairen waren er voor deze cNGR gebaseerde tracer constructies weinig mogelijkheden 
voor translatie naar de kliniek. In hoofdstuk 6 tonen we specifieke opname van het cNGR 
peptide gemerkt met de SPECT radionuclide 111In in gebieden met verlaagde opname van 
de perfusie tracer 99mTc-sestamibi. Hoewel de opname van deze angiogenese specifieke 
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tracer significant hoger was in vergelijking met de opname in gezonde controle dieren en 
een snelle klaring liet zien via de urine, was de opname in het gebied rondom het infarct 
en in het infarct weefsel zelf laag, wat nog steeds een obstakel is voor klinisch gebruik.
In hoofdstuk 7 beschrijven we twee strategieën om de opname van deze cNGR-
gebaseerde tracer te verhogen. Ten eerste hebben we de ringstructuur van de cNGR 
entiteiten stabieler weten te maken door sterkere verbindingen aan te brengen middels 
natieve chemische ligatie. De verhoogde stabiliteit van deze middels natieve chemische 
ligatie vervaardigde tracer werd bevestigd door stabiliteitstesten in bloed. Ten tweede 
hebben we de mogelijkheden van een multivalente tracer geëxploreerd. In eerdere 
studies, voornamelijk in tumor weefsels, is reeds aangetoond dat multivalente moleculen 
(moleculen bestaande uit meerdere entiteiten die elk binden aan eenzelfde doelwit) een 
hogere affiniteit hebben voor hun doelwit. Voor de studie beschreven in hoofdstuk 7 
werd naast de nieuwe en stabielere cNGR-gebaseerde SPECT tracer met 1 cNGR entiteit 
een nieuw multivalent cNGR molecuul gesynthetiseerd met 4 cNGR entiteiten. Voor deze 
tracer werden de ring structuren van de cNGR entiteiten eveneens vervaardigd middels 
natieve chemische ligatie. Ook voor deze tracer werd verhoogde stabiliteit in het bloed 
aangetoond. Na succesvolle radiolabeling met 111In werden beide nieuwe tracers getest 
in muizen met een infarct en muizen die een sham operatie hebben ondergaan. Beide 
111In gelabelde tracers vertoonden een significant hogere opname in infarct gebieden 
in vergelijking met de cNGR-gebaseerde SPECT tracer die gebruikt werd voor de studie 
die beschreven wordt in hoofdstuk 6, echter ging dit enigszins te koste van hogere non-
specifieke opname. Vanwege de gunstige klaring en lage opname in andere organen zijn 
beide tracers veelbelovend voor toepassing in klinische beeldvorming.
Het geheel aan bevindingen wordt samengevat in de algehele discussie in hoofdstuk 8. 
Tevens worden in dit hoofdstuk onze resultaten vergeleken en besproken aan de hand van 
door anderen gepubliceerd onderzoek. Tot besluit bespreken we nog hoe de verworven 
kennis uiteindelijk van tastbare waarde kan worden in het klinische onderzoek of in andere 
vakgebieden.
Concluderend kan worden gesteld dat de studies die beschreven staan in dit 
proefschrift een bijdrage leveren aan de nucleaire beeldvorming van perfusie, functie en 
neovascularisatie. Ik heb aan kunnen tonen dat SPECT imaging een betrouwbare optie 
is voor het in beeld brengen van perfusie herstel en het meten van parameters die een 
indicatie geven van de functie van het hart. Tevens heb ik laten zien dat angiogenese 
succesvol in beeld gebracht kan worden middels cNGR gebaseerde tracers in een infarct 
model in de muis. Echter voordat specifieke arteriogenese beeldvorming verwezenlijkt 
kan worden dient men rekening te houden met de hoge afschuifspanning langs de wanden 
van de collateraal arteriën en moet men een goed begrip hebben van de korstondig 
inflammatoire status van het weefsel waarin de groei van collateraal arteriën plaatsvindt.
